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Resumo: A ingestéo de beta-1,3/1,6-glucanos purificados de levedura resulta em beneficios imunol 6gicos, intestinais e
metabolicos em ces. No entanto, ainfluéncia deste nutracéutico em vias metabdlicas caninas nuncafoi elucidada. Portanto,
este estudo avaliou os efeitos da inclusdo de beta-1,3/,16-glucanos purificados de Saccharomyces cerevisiae em alimento
extrusado seco sobre o perfil metaboldmico de caes. Oito cées adultos saudaveis foram selecionados e divididos em dois
quadrados latinos 4x4 balanceados. Em cada periodo, amostras de soro foram obtidas apds 35 dias de adaptacéo as dietas. Os
espectros metabdlicos foram (ngtidos por ressonancia magnética nuclear. Andlises estatisticas multivariadas foram realizadas
no software MetaboAnalyst ™ e andlises de variancia foram realizadas no programa Statistical Analysis System. Ao todo,
foram identificados 12 metabdlitos principais. A anadlise de principais componentes destes compostos revelou sobreposicoes
entre os tratamentos. No entanto, a andlise hierarquica de mapa de calor revelou diferenca naintensidade desses metabdlitos e
possibilitou aidentificagdo das vias metabdlicas mais relevantes para a diferenciacdo dos grupos. Foi possivel concluir que os
beta-glucanos estimulam certas vias metabdlicas proteicas, energéticas e lipidicas.
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HEALTHY ADULT DOGS SERUM METABOLOMIC ANALYSISAFTER INTAKE OF
INCREASING LEVELSOF YEAST BETA-GLUCAN

Abstract: Purified yeast beta-1,3/1,6-glucans intake results in immunological, intestinal, and metabolic benefits in dogs.
However, the influence of this nutraceutical on canine metabolic pathways is not fully understood. Therefore, this study
evaluated the effects of Saccharomyces cerevisiae purified beta-1,3/1,6-glucans in dry extruded food on the dogs’
metabolomic profile. Eight healthy adult dogs were selected and divided into two balanced 4x4 Latin squares. In each period,
serum samples were obtained after 35 days of diet acclimation. Metabolic spectra were obtained by nuclear magnetic
resonance. Multivariate statistical analyses were performed using the MetaboAnalyst™ software, and analyses of variance
were conducted using the Statistical Analysis System program. Altogether, 12 major metabolites were identified. Principal
component analysis of these compounds revealed overlaps between treatments. However, hierarchical clustering analysis
heatmap revealed differences in the intensity of these metabolites and enabled the identification of the most relevant
metabolic pathways for group differentiation. It was possible to conclude that beta-glucans stimulate certain protein, energy,
and lipid metabolic pathways.
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Introducdo: Os beta-1,3/1,6-glucanos obtidos da parede celular de leveduras tém sido amplamente utilizados na alimentagéo
animal. Sdo demonstrados beneficios em vérias espécies, dentre as quais mamiferos, peixes e certos invertebrados. Em caes, a
suplementagédo com beta-1,3/1,6-glucanos purificados de Saccharomyces cerevisiae demonstrou-se benéfica sobre o sistema
imunologico (de Oliveira et al., 2019), metabolismo de glicose e lipidios (Ferreira et al., 2022) e modulagdo de
microrgani smos importantes presentes no microbioma intestinal canino (Marchi et al, 2024). No entanto, 0s mecanismos de
acdo e a maneira como este nutracéutico interage com as vias metabdlicas caninas nunca foi completamente elucidada.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da adi¢do de 0,0, 0,07, 0,14 e 0,28% de beta-1,3/1,6-glucanos
purificados de Saccharomyces cerevisiae em alimento seco extrusado sobre a metabol 6mica sérica de ces adultos saudavels.

Material e Métodos: O estudo foi conduzido de acordo com os preceitos da Comissio de Etica no Uso de Animais, sob
protocolo nimero 2866090223. Quatro cées border collie e quatro cocker spaniel inglés, machos e fémeas, com idade de
3,5+0,5 anos e escore de condi¢ao corporal ideal (Laflamme, 1997) foram distribuidos aleatoriamente em dois quadrados
latinos 4x4 balanceados. Foram extrusados quatro alimentos experimentais isonutritivos, com inclusio de teores crescentes de
beta-glucanos (0,0%; 0,07%; %37 %,; 0,28%). A necessidade energética de manutengao dos cées foi determinada por meio da
equagdo: 95kcal/peso corpora ™"~ (FEDIAF, 2021). Cada periodo consistiu de 35 dias; 34 dias para adaptacéo as dietas e um
dia para colheita de sangue e obtencdo de soro. A aquisi¢cdo dos espectros metaboldmicos foi realizada por ressonancia
magnética nuclear. Os metabolitos foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos e multiplicidades de sinal, no
software Chenomx (Beckonert et a., 2007). Os dados do metaboloma foram carregados e analisados no Metaboanalyst 5.0
(Chong et al., 2019). A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada paraidentificar os principais metabdlitos, que
foram agrupados hierarquicamente em mapa de calor para comparacéo de intensidade entre os tratamentos. Em seguida,
analise de enriquecimento foi empregada para mapear as vias metabolicas mais relevantes. Por fim, foi realizada andlise de
variancia para comparar as abundancias médias dos metabdlitos entre os grupos, por meio do procedimento MIXED do
programa Satistical Analysis System, versdo 9.4.

Resultado e Discussdo: A PCA e gréfico de loadings obtidos por meio da avaliacéo do conjunto completo de dados (Figura



1) revelou 15 diferentes lipidios associados com o componente principal 1 (PC1) e 12 metabdlitos principais associados o
componente principal 2 (PC2). Com base nestes 12 compostos identificados, foi realizada uma segunda PCA, que revelou
regides de sobreposicdo entre os tratamentos (Figura 2). Ademais, a anélise de variancia ndo demonstrou diferenca na
abundancia dos metabdlitos entre os grupos (Tabela 1). Neste sentido, os resultados combinados observados tanto em
comparagdes uni- quanto multivariadas demonstram baixa disparidade entre o perfil metabdlico dos animais (Carlos et al.,
2020). No entanto, a andlise hierarquica de mapa de calor demonstrou diferenca na intensidade dos 12 metabdlitos entre os
tratamentos (Figura 3). Observa-se que o grupo controle demonstrou disparidade e intensidade negativa para a maioria dos
compostos. Ademais, o colesterol e a L-acetilcarnitina foram fortemente associadas com diferencas no perfil metabolico dos
caes do grupo 0,14%; estes compostos sd0 cruciais para o metabolismo lipidico e a beta-oxidagéo de acidos graxos (Nelson;
Cox, 2019). Com base nas diferengas de intensidade dos metabdlitos, anélise de enriquecimento determinou as rotas
metabdlicas mais relevantes (Figura 4). As principais vias sdo marcadas por nés mais escuros (maior valor de P) e de maior
tamanho (analise de maior impacto), e estéo correlacionadas com o metabolismo proteico e energético, principal mente.

Tabela 1. Abundancia dos principais metabolitos séricos identificados. A Scores Plot B
T
Metabdlitos (ppm) 00% 0.07% 0.14% 0.28% EPM p
Alanina 747,24 763,63 786,18 796,79 3895 0,7682 hd s
Citrato 160,19 165,34 158,03 164,84 796 08817 :‘s‘vl. 5
Creatina 113,54 116,37 113,66 116,05 5,06 09604 : ” @; f'"
Colesterol 392,09 395,36 455,38 443,84 3993 03563 N N gsgoo
Fenilalanina 85,00 84,39 77,32 83,80 8,85 0,7469 ® 0:%§
Glicose 123,60 135,83 119,84 149,10 20,44  0,7395 ¢ o
Glutamina 959,73 992,25 1001,40 1056,11 59,79  0,6708 N ° %O
Histidina 46,00 44,24 36,05 41,39 4,53 0,3875 N
Lactato 1113,70  1119,77 113420 1161,36 68,08 0,9421
L-acetilcarnitina 1157,84  1205.81  1271,75 125538 67,57 0,6065
N-acetil-glicoproteinas ~ 1049,78 ~ 1077,30  1111,22  1141,66 58,40 0,6546 o
Valina 92129 94220 98575 988,88 55,07 0,7034 Figura 1. (A) Grafico de andlise de ¢ e considerou todo o de dados dos
Legenda: EPM = erro padrdo da média. espectros obtidos. (B) Loadings da distribuigao dos metablitos no grafico.
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ica de mapa de calor dos principais metablitos identificados.

Figura 4. Anilise de vias dos principais metabolitos identificados.

Conclusédo: As doses crescentes de inclusdo de beta-1,3/1,6-glucanos purificados neste estudo modularam vias do
metabolismo de proteinas e energia. Além disso, foram encontradas diferengas especificas relacionadas ao metabolismo do
colesterol e dos &cidos graxos, o que sugere potencial para novas exploragdes por meio da lipidémica.
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